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===== (54) Title: TARGETED TRANSFECTION OF CELLS USING A BIOTINYLATED DENDRIMER 

HH (54) Bezeichnung: GEZIELTE TRANSFEKTION VON 2ELLEN MITTELS BIOTINYLIERTEM DENDRIMER 

(57) Abstract: The invention relates to a method for carrying out the targeted transfection of cells, to compositions, which can be 
used for such methods, and to corresponding medicaments for use in gene therapy. The invention particularly relates to a method for 
introducing nucleic acid into cells involving the following steps: (a) mixing a nucleic acid with a dendrimer, whereby a portion of the 
dendrimer molecules is biotinylated; mixing the prepared complex, which consists of a nucleic acid and a dendrimer, with a second 
complex, which consists of an avidin or a streptavidin and of a biotinylated target-specific binding molecule, and; (c) incubating 
the complex prepared in step (b) with cells. Dendrimers that are well-suited for the invention are, for example, partially solvolyzed 
polyamidoamine (PAMAM) dendrimers. Target-specific binding molecules are, in particular, cell type-specific markers also of the 
cell surface of the target cells. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur gezielten Transfektion von Zeilen, Zusammensetzungen, 
die fur solche Verfahren verwendet werden konnen, sowie entsprechende Arzneimittel fur die Gentherapie. Insbesondere betrifft die 
Erfindung ein Verfahren zum Einbringen von Nukleinsaure in Zellen mit den Schritten: (a) Mischen einer Nukleinsaure mit einem 
Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist; (b) Mischen des entstandenen Komplexes aus Nukleinsaure und 
Dendrimer mit einem zweiten Komplex, bestehend aus Avidin Oder Streptavidin und einem biotinylierten zielspezifischen Bindungs- 
molekiil; und (c) Inkubation des in Schritt (b) entstandenen Komplexes mit Zellen. Fur die vorliegende Erfindung gut geeignete Den- 
drimere sind beispielsweise partiell solvolysierte Polyamidoamin(PAMAM)-Dendrimere. Zielspezifische Bindungsmolekule sind 
insbesondere zelltypspezifische Marker auch der Zelloberflache der Zielzellen. 
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Gezielte Transfektion von Zellen mittels biotinyliertem Dendrimer 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur gezielten Transfektion von Zellen 
sowie Zusammensetzungen, die fur solche Verfahren verwendet werden konnen. 

Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren bekannt, genetisches 
Material in Zellen einzubringen. Zur Transfektion in vivo werden im wesentlichen 
zwei Methoden angewendet, Virus-vermittelter Gentransfer und die Transfektion 
mittels kationischer Liposomen. Als virale Vektoren werden Adenoviren und Re- 
troviren benutzt, die in der Lage sind, nichtvirale DNA in mitotisch aktive Zellen zu 
transfizieren. Die kationischen Liposomen interagieren mit dem negativ geladenen 
Phosphat-Ruckgrat der DNA. Der resultierende Komplex wird zu den Zellen gege- 
ben und von den Zellen endocytiert. Zur Transfektion in vitro stehen zusatzliche 
Methoden zur Verfiigung, zum Beispiel Calcium-Phosphat-Prazipitation, 
DEAE(Diethylaminoethyl)-Dextran-Transfektion, und Elektroporation. Bei der Cal- 
cium-Phosphat-Methode wird DNA mit CaCI 2 in einem Phosphat-Puffer gemischt. 
Der entstehende Calcium-Phosphat-Komplex bindet an die Zellmembran und wird 
endocytiert. Das positiv geladene DEAE-Dextran interagiert mit dem negativ gela- 
denen Phosphat-Ruckgrat der DNA. Der DEAE-Dextran-DNA-Komplex bindet an 
die Zelloberflache und wird endocytiert. Bei der Elektroporation werden Zellen mit 
DNA gemischt. Fur einen kurzen Moment wird eine hohe Spannung angelegt. In 
der Zellmembran entstehen Poren, durch die die DNA aufgenommen wird. 

Die genannten Verfahren sind mit verschiedenen Nachteilen verbunden. So er- 
moglichen virale Vektoren zwar die effiziente Transfektion von Zellen auch in vivo. 
Ihr biologisches Gefahrenpotential ist aber sehr hoch. Die Effizienz beim Einsatz 
kationischer Liposomen in vivo ist sehr niedrig. AuBerdem ermoglichen beide in- 
vivo-Verfahren keine gezielte Transfektion von einzelnen Zelltypen im Gewebe- 
verband. Bei den in-vitro-Anwendungen besteht insbesondere das Problem, daB 
Suspensionszellinien (insbesondere T- und B-Zellinien) mit den chemischen 
Transfektionsreagenzien und -Methoden nur sehr schwer transfiziert werden kon- 
nen. Im Gegensatz zu adharenten Zellen, bei denen oft Effizienzen von uber 50 % 
transfizierten Zellen erreicht werden konnen, liegen die Effizienzen bei Suspensi- 
onszellen im allgemeinen bei 0 % bis 5 % transfizierten Zellen. Bei der Elektropo- 
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ration sind die Transfektionseffizienzen in Suspensionszellen im allgemeinen ahn- 
lich niedrig. Die Methode bietet aber oft die Moglichkeit, solche Zellinien zu trans- 
fizieren, die sich durch andere Methoden uberhaupt nicht transfizieren lassen. Bei 
dieser Methode sterben jedoch durch die Transfektion 50 % bis 70 % der Zellen. 
Ebenso ist die Menge an DNA und Zellen pro Ansatz, die fur diese Transfekti- 
onsmethode benotigt werden, deutlich hoher als fur andere Methoden. Retroviral 
Vektoren ermoglichen zwar die effiziente Transfektion von Suspensionszellen. Die 
Methode ist aber sehr kompliziert und aufwendig. Vor allem besitzen retrovirale 
Vektoren ein hohes biologisches Gefahrenpotential. 

Dendrimere sind dreidimensionale Polymere, die aus reiterativen Sequenzen um 
einen Kern herum aufgebaut und in verschiedenen Molekulargewichten und Grd- 
Ben herstellbar sind (Tomalia et ah, Angew Chem Int Ed 1990, 29:138). Aus der 
WO 95/02397 ist die Komplexbildung von Dendrimeren mit Nukleinsauren und die 
Verwendung von Dendrimeren zur Transfektion von Zellen bekannt. Tang et al., 
Bioconjugate Chem 1996, 7:703-714 beschreiben die Aktivierung von Polyamido- 
amin-Dendrimeren durch thermische Degradation zur Verbesserung der Trans- 
fektionseffizienz. Die Verwendung von Dendrimeren allein als Transfektionsrea- 
genzien ist aber ebenfalls mit den oben beschriebenen Nachteilen behaftet. 

Schoeman et al., J Drug Target 1995, 2(6):509-516 beschreiben ein System zum 
gezielten Transfer von DNA in Zellen, bei dem biotinyliertes Polylysin verwendet 
wird, das uber Streptavidin an biotinyliertes Transferrin gebunden wird. 

Wilbur et al., Bioconjug Chem 1998, 9(6):81 3-825 beschreiben Biodistributionsex- 
perimente mit biotinylierten Starburst-Dendrimeren. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war die Bereitstellung verbesserter Transfek- 
tionsverfahren und der dafur erforderlichen Mittel, die es insbesondere gestatten, 
Nukleinsauren auch in schwer transf izierbare Zellen wie Suspensionszellen ein- 
zufuhren. 

Gelost wird diese Aufgabe durch ein Verfahren zum Einbringen von Nukleinsaure 
in Zellen mit den Schritten 



WO 01/76633 



3 



PCT/EP01/03746 



(a) Mischen einer Nukleinsaure mit einem Dendrimer, wobei ein Anteil der Den- 
drimermolekule biotinyliert ist; 

(b) Mischen des entstandenen Komplexes aus Nukleinsaure und Dendrimer mit 
einem zweiten Komplex, bestehend aus Avidin oder Streptavidin und einem bio- 
tinyiierten zielspezifischen Bindungsmolekul; 

(c) Inkubation des in Schritt (b) entstandenen Komplexes mit Zellen. 

Die Nukleinsaure, fur die synonym auch der Begriff Polynukleotid verwendet wer- 
den kann, kann eine Ribonukleinsaure (RNA), Deoxyribonukleinsaure (DNA), oder 
auch gemischte Form sein. Im allgemeinen Fall kann es sich urn jeden Typ von 
Polynukleotid handeln, der ein N-Glykosid oder C-Glykosid einer Purin- oder Py- 
rimidinbase oder einer modifizierten Purin- oder Pyrimidinbase darstellt, also auch 
solche Basen enthalten kann, die in der Natur nicht vorkommen. AuBer der Base 
selbst kann auch der Zuckerrest modifiziert sein. Eingeschlossen sind Nukleinsau- 
ren mit modifizierter Verknupfung der Untereinheiten, etwa Phosphorothioat- oder 
-amidat-Verknupfungen. Die Nukleinsaure kann einzel-, doppel- oder mehrstran- 
gig, linear oder zirkular sein. Sie kann einem in einer Zelle vorkommenden Mole- 
kul entsprechen wie etwa genomische DNA oder Boten-RNA (mRNA), oder in vi- 
tro erzeugt werden wie Komplementar-DNA (cDNA), Gegenstrang-RNA (aRNA), 
oder synthetische Nukleinsauren. Die Nukleinsaure kann aus wenigen Unterein- 
heiten, mindestens zwei Untereinheiten, bevorzugt acht oder mehr Untereinheiten 
bestehen wie etwa Oligonukleotide, mehreren hundert Untereinheiten bis hin zu 
mehreren tausend Untereinheiten wie etwa bestimmte Expressionsvektoren. Be- 
vorzugt enthalt die Nukleinsaure die kodierende Information fur ein Polypeptid in 
funktionellem Zusammenhang mit regulatorischen Sequenzen, die die Expression 
des Polypeptids in der Zelle erlauben, in die die Nukleinsaure eingebracht wird. 
So ist die Nukleinsaure in einer bevorzugten Ausfuhrungsform ein Expressions- 
vektor. In einer anderen Ausfuhrungsform ist sie ein Gegenstrang (antisense)- 
Oligonukleotid, das beispielsweise durch Hybridisierung mit einer anderen Nu- 
kleinsaure in der Zelle, in die dieses Gegenstrang-Oligonukleotid eingebracht wird, 
die Expression eines bestimmten Gens unterdriicken kann. Der erfindungsgema- 
Be Komplex kann auch Gemische verschiedener Nukleinsauren enthalten. 
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Dendrimer im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein verzweigtes Polymer, das 
eine dreidimensionale, hochgeordnete Verbindung darstellt, wobei verzweigte oli- 
gomere/polymere Sequenzen um ein Kemmolekul herum durch reiterative Reakti- 
onsequenzen aufgebaut werden kdnnen, und das durch geeignete funktionale 
Endgruppen unter bestimmten Bedingungen eine positiv geladene auBere Ober- 
flache aufweist (polykationisches Dendrimer). Solche Dendrimere und ihre Her- 
stellung werden beschrieben in WO 84/02705, US 4,507,466, US 4,558,120, US 
4,568,737, 4,587,329, US 4,631,337, US 4,694,064, US 4,713,975, US 
4,737,550, US 4,871 ,779, 4,857,599, EP 0 234 408, EP 0 247 629, EP 0 271 1 80, 
und insbesondere Tang et al., supra, WO 95/02397, und Tomalia et aL, supra. 

Geeignete Kernmolekule weisen mindestens zwei reaktive Gruppen auf, uber die 
die oligomeren/polymeren Sequenzen mit dem Kern verknupft werden kdnnen, 
Oder sie sind zur Einfuhrung solcher reaktiven Gruppen geeignet. Beispiele fur 
solche reaktiven Gruppen sind Hydroxyl-, Ether-, Amino-, Imino-, Amido-, Imido-, 
Ammonium-, Halogen-, Carboxyl-, Carboxyhalid-, Sulfhydrylgruppen etc. Bevor- 
zugte Kernmolekule sind Ammoniak, Tris-(2-aminoethyl)amin (TAEA), Lysin, Or- 
nithin, Pentaerythritol, und Ethylendiamin (EDA). 

Um diese Kernmolekule konnen die verzweigten oligomeren/polymeren Sequen- 
zen durch stufenweise Addition von Monomeren aufgebaut werden. Jeder Reakti- 
onszyklus, der neue Verzweigungspunkte erzeugt, generiert dadurch eine hohere 
^Generation" des Dendrimers. Bevorzugt sind dabei pharmazeutisch gut vertragli- 
che Sequenzen wie zum Beispiel Polyamidoamine, herstellbar durch die Reaktion 
eines Alkylesters einer a,(3-ethylenisch ungesattigten Carbonsaure Oder eines a,p- 
ethylenisch ungesattigten Amides mit einem Alkylen-Polyamin oder einem Polyal- 
kylen-Polyamin. 

Die terminalen Gruppen der oligomeren/polymeren Sequenzen, die die auBere 
Oberflache des Dendrimers bilden, sollen die Eigenschaft haben, daB sie unter 
geeigneten Bedingungen positive Ladungen aquirieren konnen, zum Beispiel in 
waBriger Losung bei physiologischen pH-Werten. Beispiele fur solche Gruppen 
sind primare, sekundare, tertiare und quatemare aliphatische oder aromatische 
Amine, Guanidiniumgruppen, oder Azole, die auch mit S oder O substituiert sein 
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konnen, oder Kombinationen davon. Die terminalen kationischen Gruppen konnen 
zu einem Anteil von 10 bis 100% aller terminalen Gruppen vorhanden sein, bevor- 
zugt 50 bis 100%. Das Dendrimer kann auch nicht-kationische terminate Gruppen 
in einem Anteil von 0 bis 90% aufweisen, z.B. Hydroxyl-, Cyano-, Carboxyl-, Sulf- 
hydryh Amid- oder Thioethergruppen. 

Fur die vorliegende Erfindung gut geeignete Dendrimere sind beispielsweise Po- 
lyamidoamin(PAMAM)-Dendrimere, die urn Ammoniak, Tris-(2-aminoethyl)amin 
(TAEA) oder Ethylendiamin (EDA) als Kernmolekule durch stufenweise Addition 
der beiden Monomere Methacrylat und Ethylendiamin aufgebaut werden konnen 
(Tang et al M supra). Die terminalen Gruppen eines solchen Dendrimers sind be- 
vorzugt primare Aminogruppen. Bevorzugt sind dabei PAMAM-Dendrimere der 5., 
6. oder 7. Generation, insbesondere der 6. Generation gemaB Tang et al., supra. 
Die theoretischen Molekulargewichte, Zahl der terminalen Amine und hydrodyna- 
mischen Radien solcher PAMAM-Dendrimere konnen der Publikation Tang et al., 
supra, entnommen werden. 

Die Dendrimere sind bevorzugt nicht vollig intakte oder hochsymmetrische Mole- 
kule gemaB ihrer Idealstruktur, sondern weisen in einem gewissen AusmaB 
strukturelle Defekte, Fehlstellen oder Abweichungen von der Idealstruktur auf. Es 
hat sich gezeigt, daB solche strukturellen Defekte die Brauchbarkeit von Dendri- 
meren als Transfektionsreagenzien signifikant erhohen konnen (Tang et al., su- 
pra). Solche Defekte konnen beispielsweise durch partielle solvolytische Degrada- 
tion des Dendrimers erzeugt werden. Geeignete Losungsmittel dafur sind bei- 
pielsweise Wasser, 1-Butanol, 2-Butanol, oder 2-Ethoxyethanol. Die Solvolyse 
kann durch Hitze beschleunigt werden. So fuhrt beispielsweise Kochen in Wasser 
fur 5 bis 15 Stunden, bevorzugt 7 bis12 Stunden, bei einem TAEA-PAMAM- 
Dendrimer der 6. Generation (6-TAEA-PAMAM) zu einer deutlichen Erhohung der 
Transfektionseffizienz. Fur ein 5-TAEA-PAMAM liegt der bevorzugte Bereich bei 5 
bis 12 Stunden, fur ein 6-EDA-PAMAM bei 10 bis 15 Stunden. Die optimalen Re- 
fluxzeiten in anderen Losungsmitteln konnen entsprechend variieren, z.B. in was- 
serfreiem 1-Butanol 20 bis 60 Stunden fur 6-TAEA-PAMAM, bevorzugt 30 bis 50 
Stunden, besonders bevorzugt 40-50 Stunden. Alternativ zur solvolytischen De- 
gradation konnen die genannten strukturellen Defekte auch bereits bei der Syn- 
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these erzeugt werden, beispielsweise durch anteilige Zugabe von Monomeren bei 
jedem Zyklus, die keine Verzweigungspunkte generieren konnen oder keine Ket- 
tenverlangerung zulassen, z.B. A/,A/-Dimethylacrylamid. Dendrimere mit struktu- 
rellen Defekten, Fehlstellen oder Abweichungen von der Idealstruktur in dem ge- 
nannten Sinne, insbesondere solche, die durch partielle Solvolyse erzeugt werden 
konnen, sollen hier als aktivierte Dendrimere bezeichnet werden. Es wird ange- 
nommen, daB die bessere Brauchbarkeit von aktivierten Dendrimeren als Trans- 
fektionsreagenzien mit ihrer groBeren sterischen Flexibility zusammenhangt. 

Ein aktiviertes Dendrimer, das sich sehr gut fur die voriiegende Erfindung eignet, 
ist in dem Produkt SuperFect® der Firma Qiagen GmbH, Hiiden, Deutschland, 
enthalten. 

Der Anteil der biotinylierten Dendrimermolekule an der Gesamtmenge der Den- 
drimermolekule im Komplex kann 0,01 bis 100 % (Mol/Mol) betragen, bevorzugt 
0.5 bis 50 % (Mol/Mol), besonders bevorzugt 5 bis 20 % (Mol/Mol), ganz beson- 
ders bevorzugt 10 bis15 % (Mol/Mol). Vorteilhaft kann ein vorgefertigtes Gemisch 
aus biotinyliertem und nicht-biotinyliertem Dendrimer zur Bildung des erfindungs- 
gemaBen Komplexes mit der Nukleinsaure umgesetzt werden, doch konnen die 
drei Komponenten auch in anderer Reihenfolge oder gleichzeitig vermischt wer- 
den. Ein solches Gemisch aus biotinyliertem und nicht-biotinyliertem Dendrimer 
kann hergestellt werden, indem biotinyliertes und nicht-biotinyliertes Dendrimer 
beispielsweise in Massenverhaltnissen von 1:1 bis 1:256, bevorzugt 1: 2 bis 
1:128, besonders bevorzugt 1:4 bis 1:24, ganz besonders bevorzugt 1:6 bis 1:10 
vermischt werden. Die Vermischung kann zweckmaBig durch Vermischen waBri- 
ger Losungen der Komponenten erfolgen. 

Unter biotinyliertem Dendrimer soil hierbei eine Dendrimerzusammensetzung ver- 
standen werden, in der mindestens 80%, bevorzugt mindestens 90 %, besonders 
bevorzugt mindestens 95%, ganz besonders bevorzugt mindestens 98% oder 
99% der Dendrimermolekule mit einem oder mehreren Biotinmolekulen verknupft 
sind. 
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Biotin (Merck Index No. 1272, 12 th Ed., Merck & Co., Whitehouse Station, NJ, 
USA) und Methoden zur Biotinylierung, d.h. zur Verknupfung von Biotin oder Bio- 
tinderivaten mit anderen Substanzen, meist unter Verwendung eines aktivierten 
Biotins oder Biotinderivats, sind aus dem Stand der Technik bekannt (Bayer et al., 
Anal Biochemistry 1985, 149: 529-536; Bengtstrom et al., Nucleosides and 
Nucleotides 1990, 9: 123; Pantano and Kuhr, Anal Chem 1993, 65: 623-630; Bay- 
er and Wilchek, Method of Biochemical Analysis 1980, 26: 1-45; Hofmann et al., 
Avidin binding of carboxyl-substituted biotin and analogues. Biochemistry 1982, 
21: 978-984; Leary et al., Proc Natl Acad Sci USA 1983, 80: 4045-4049; Costello 
et al., Clin Chem 1979, 25: 1572-1580; Spiegel and Wilchek, J Immunol 1981, 
127: 572-575; Rosenberg et al., J Neurochem 1986, 46: 641-648). 

Unter aktiviertem Biotin oder aktiviertem Biotinderivat sollen hier Verbindungen 
verstanden werden, die sich vom Biotin ableiten, und die durch Einfuhrung einer 
reaktiven Gruppe, insbesondere einer Abgangsgruppe an einer Carboxyfunktion 
der Seitenkette des Biotins fur Biotinylierungsreaktionen geeignet sind. In den Be- 
griff des Biotinderivats sind insbesondere eingeschlossen modifizierte Formen des 
Biotins, in denen beispielsweise die Seitenkette des Biotins verlangert wurde, so- 
daB daraus eine Abstandshalterfunktion (Spacer) resultiert. Dabei konnen auch 
andere funktionelle Gruppen eingefuhrt werden, die eine kovalente Verknupfung 
des Biotins mit Dendrimeren, Proteinen, oder anderen Substanzen erlauben. Ein 
solches Derivat ist beispielsweise 6-(Biotinamido)hexansaure (Biotinamidocapron- 
saure) und deren aktivierte Derivate, wie z.B. Biotinamidocapronsaure-A/-hydroxy- 
succinimidester. 

Der Grad der Biotinylierung der biotinylierten Dendrimermolekule, d.h. die Zahl der 
Biotinmolekule, die mit einem Dendrimermolelkul verknupft ist, betragt vorzugs- 
weise 1 oder mehr. Bevorzugt ist biotinyliertes Dendrimer, das durch Umsetzung 
von Dendrimer mit einem ein- bis 64fachen molaren UberschuB an Biotin herge- 
stellt wurde, besonders bevorzugt mit einem 2- bis 16fachen, besser noch 2- bis 
12fachen OberschuB, beispielsweise einem 3- bis 5fachen, insbesondere einem 
4fachen OberschuB an Biotin. Fur die Biotinylierung von Dendrimeren konnen an 
sich bekannte Standardverfahren angewendet werden, zum Beispiel die Umset- 
zung von Dendrimer mit N-(+)-Biotinyl-6-Aminocapronsaure-N-Succinimidylester, 
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einem aktivierten Biotinderivat, das zusatzlich ein Hexansauregerust als Ab- 
standshalter (Spacer) enthalt (Hermanson G T, Bioconjugate Techniques, Aca- 
demic Press, London, GroBbritannien, 1996, Seiten 575-580). 

Geeignete Mischungsverhaltnisse fur Nukleinsaure zu Dendrimer sind von 10:1 
(Gew/Gew) bis 1:50 (Gew/Gew), bevorzugt 1:2 bis 1:20, fur Suspensionszellen 
beispielsweise bevorzugt von 1 :2 bis 1:10 (Gew/Gew), ganz besonders bevorzugt 
etwa 1:3. Der Fachmann kann durch Routineexperimente fur das jeweilige 
Transfektionsproblem optimierte Mischungsverhaltnisse ermitteln. 

Die Mischung von Nukleinsaure und Dendrimer erfolgt unter Bedingungen, unter 
denen es zu der Ausbildung eines Komplexes zwischen Nukleinsaure und Den- 
drimer kommt. Dem Fachmann sind solche Bedingungen bekannt. ZweckmaBig 
kann diese Mischung durch Vereinigung waBriger Losungen der Komponenten 
ausgefuhrt werden, wobei eine oder beide dieser Losungen auch gepuffert sein 
und ggf. weitere Zusatze enthalten konnen. 

Durch Vermischen der Nukleinsaure und des partiell biotinylierten Dendrimers 
(d.h. beispielsweise einem Gemisch von biotinyliertem Dendrimer und nicht- 
biotinyliertem Dendrimer in den oben angegebenen Mengenverhaltnissen) unter 
geeigneten Bedingungen entsteht ein Komplex, in dem die Komponenten durch 
nicht-kovalente Wechselwirkungen miteinander assoziiert sind. 

In einem solchen Komplex konnen gegebenenfalls Dendrimer und Nukleinsaure 
auch durch kovalente Bindungen miteinander verknupft werden. 

ErfindungsgemaB kann der so entstandene Komplex aus Nukleinsaure und parti- 
ell biotinyliertem Dendrimer unter geeigneten Bedingungen mit einem zweiten 
Komplex, bestehend aus Avidin oder Streptavidin und einem biotinylierten Ziel- 
spezifischen Bindungsmolekul gemischt und auf diese Weise ein groBerer Kom- 
plex hergestellt werden, in dem das Nukleinsaure-Dendrimer-Addukt uber das 
Avidin-Biotin-System mit einem zielspezifischen Bindungsmolekul verknupft wird. 
Ein solcher Komplex erlaubt seine zielgerichtete Bindung an die Oberflache von 
Zellen, die einen Bindungspartner oder Rezeptor des Bindungsmolekuls tragen, 
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und damit das zielspezifische Einbringen der gewunschten Nukleinsaure in solche 
Zellen. Diese Mischung der beiden Komplexe kann zweckmaBig erfolgen, indem 
geeignete waBrige Losungen der beiden Komplexe vereinigt werden, wobei eine 
oder beide dieser Losungen gepuffert sein und gegebenenfalls weitere Zusatze 
enthalten kann. 

Avidin ist ein aus dem Stand der Technik bekanntes Glycoprotein, das mit hoher 
Affinitat biotinylierte Substanzen binden kann (Merck Index No. 920, 12 th Ed., 
Merck & Co., Whitehouse Station, NJ, USA); Fuccillo, Application of the avidin- 
biotin technique in microbiology, BioTechniques 1985, 3: 494; Methods Enzymol 
Eds. M. Wilchek, E.A. Bayer 1990, 184: 1-671). Es kann beispielsweise aus Huh- 
nereiweiB isoliert werden, hat dann ein Molekulargewicht von etwa 66000 und ist 
kommerziell erhaltlich. Altemativ kann auch Streptavidin, ein Protein mit einem 
Molekulargewicht von etwa 60000 aus Streptomyces avidinii verwendet werden 
(Fuccillo, Application of the avidin-biotin technique in microbiology, BioTechniques 
1985, 3: 494; Haeuptle et al., Protein isolated from the bacterium Streptomyces 
avidinii, having a high affinity for biotin, J Biol Chem 1983, 258: 305; Avidin-Biotin 
technology: Methods Enzymol Eds., M. Wilchek, E.A. Bayer 1990, 184: 1-671). 

Zielspezifische Bindungsmolekiile, die spezifisch an bestimmte Bindungspartner 
binden, sind im Stand der Technik in groBer Zahl bekannt. Im Sinne der vorlie- 
genden Erfindung sind solche Bindungsmolekiile bevorzugt, die an Bindungspart- 
ner oder Rezeptoren binden, die auf der Oberflache von Zellen exponiert sind, 
insbesondere solchen Bindungspartnern oder Rezeptoren, die spezifisch von be- 
stimmten Zelltypen exprimiert werden. Weiterhin sind solche zielspezifischen Bin- 
dungsmolekiile bevorzugt, die nach Bindung an ihren Bindungspartner oder Re- 
zeptor auf der Zelloberflache in das Zellinnere internalisiert werden, beispielswei- 
se durch Rezeptor-vermittelte Endozytose. 

Ein solches zielspezifisches Bindungsmolekul ist zum Beispiel das Protein Trans- 
ferrin, dessen spezifischer Bindungspartner, der Transferrin-Rezeptor, von einer 
Reihe von Zelltypen, beispielsweise der B-Zelllinie K562 (ATCC CCL-243) expri- 
miert wird. Transferrin ist ein Eisen transportierendes Protein, das nach der Bin- 
dung an seinen Rezeptor aktiv endozytiert wird. Wird Transferrin uber das Avidin- 
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Biotin-System an einen Nukleinsaure-Dendrimer-Komplex konjugiert, konnen mit 
einem solchen Komplex Zellen gezielt transfiziert werden, die den Transferrin re- 
zeptor exprimieren. Ein anderes Beispiel fur ein solches zielspezifisches Bin- 
dungsmolekul ist ein Antikorper, der spezifisch fur das T-Zell-spezifische Oberfla- 
chenantigen CD3 ist. Bindet ein solcher Antikorper an CD3, wird der entstandene 
Komplex aktiv in die Zelle internalisiert. Bei der Verwendung eines CD3- 
spezifischen Antikorpers als zielspezifisches Bindungsmolekul fur die vorliegende 
Erfindung lassen sich selektiv T-Zellen transfizieren. Eine T-Zellinie, die CD3 ex- 
primert, ist die Zellinie Jurkat (DSMZ ACC 282). Analog konnen fur die vorliegen- 
de Erfindung auch Antikorper als zielspezifische Bindungsmolekule verwendet 
werden, die fur andere Bindungspartner oder Rezeptoren spezifisch sind, insbe- 
sondere fur Zelltyp-spezifische Zelloberflachenmarker, die nach Bindung eines 
Liganden internalisiert werden. Als Antikorper konnen auBer Immunglobulinen, die 
Tetramere oder Multimere aus kompletten schweren und leichten Ketten darstel- 
len ? auch abgeleitete Antikorpermolekule verwendet werden, die im Stand der 
Technik bekannt sind, z.B. Fragmente von Immunglobulinen, die die Antigenbin- 
dungsdomane enthalten (z.B. F a trFragmente) oder rekombinante Proteine, die 
Antigenbindungsdomanen (insbesondere die sogenannten variablen Regionen) 
von Immunglobulinen ggf. in modifizierter Form enthalten, z.B. humanisierte Anti- 
korper oder einkettige Antikorpermolekule (scFv). Der Begriff „Antik6rper" soli hier 
alle solchen Molekule einschlieBen, die spezifisch an einen Bindungspartner bin- 
den und wenigstens eine Aminosauresequenz enthalten, die homolog zu der va- 
riablen Region einer Immunglobulinkette ist. 

Ein weiteres Beispiel fur ein zielspezifisches Bindungsmolekul ist ein Antikorper 
gegen CD62E (ELAM-1, E-Selectin), z.B. der monoklonale Antikorper, der von der 
Hybridoma-Zelllinie H18/7 (ATCC HB-1 1684) produziert wird. CD62E ist ein Ober- 
flachenmarker fur aktivierte vaskulare Epithelzellen, die eine zentrale Rolle bei 
Entzundungsprozessen spielen, und ein klinisches Target fur die Gentherapie auf 
diesem Indikationsgebiet (Harari et al., Gene Ther 1999, 6(5):801-7). 

Das zielspezifische Bindungsmolekul kann nach an sich bekannten Methoden 
biotinyliert werden, zum Beispiel mit Biotinamidocapronsaure-A/- 
hydroxysuccinimidester in waBriger Hydrogencarbonatlosung (pH 8.5) (Hofmann, 
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K., et al., Avidin binding of carboxyl-substituted biotin and analogues. Biochemi- 
stry, 21, 978-984 (1982)). Bei der Verwendung dieses Biotinderivats wird durch 
das Capronsauregerust gleichzeitig ein Abstandshalter (Spacer) zwischen das 
Bindungsmolekul und das Biotin eingefiihrt, urn eine optimale Wechselwirkung 
zwischen Biotin und Avidin oder Streptavidin zu gewahrleisten. 1st das zielspezifi- 
sche Bindungsmolekul ein Protein, zum Beispiel Transferrin oder ein Antikorper, 
hat sich ein Biotinylierungsgrad von 1 bis 15 Biotinmolekulen pro Bindingspro- 
teinmolekiil als zweckmaBig erwiesen, bevorzugt 5 bis 13 Biotinmolekule, beson- 
ders bevorzugt 8 bis 12 Biotinmolekule pro Proteinmolekul. Der Biotinylierungs- 
grad kann durch die Wahl eines geeigneten molaren Mengenverhaltnisses der 
Reaktanden der Biotinylierungsreaktion gesteuert werden. 

Der Komplex aus biotinyliertem zielspezifischem Bindungsprotein und Avidin oder 
Streptavidin kann durch Mischung der beiden Komponenten unter geeigneten Be- 
dingungen erfolgen. Solche Bedingungen sind dem Fachmann bekannt. Zweck- 
maBig kann die Mischung durch Vereinigung waBriger Losungen der Komponen- 
ten erfolgen, wobei eine oder beide dieser Losungen gepuffert sein und gegebe- 
nenfalls weitere Zusatze enthalten kann. 

Als Mengenverhaltnis von Nukleinsaure/Dendrimer-Komplex zu Avidin oder 
Streptavidin hat sich 1:1 bis 100:1 (Gew/Gew) als zweckmaBig erwiesen, ganz 
besonders bevorzugt jedoch 1.5:1 bis 4:1 (Gew/Gew), insbesondere 2:1 bis 4:1. 
Fur das Mengenverhaltnis Nukleinsaure/Dendrimer-Komplex zu zielspezifischem 
Bindungsmolekul hat sich 1:1 bis 40:1 (Gew/Gew) als zweckmaBig erwiesen, be- 
sonders vorteilhaft 2:1 bis 10:1 (Gew/Gew). Sehr gute Ergebnisse konnten bei- 
spielsweise mit Mengenverhaltnissen von 1:3:2:1 (Nukleinsaure: Dendrimer: Avi- 
din: Bindungsprotein; Gew/Gew/Gew/Gew) erzielt werden. 

Fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist die Einhaltung einer bestimmten Rei- 
henfolge der Verfahrensschritte wichtig. Es hat sich gezeigt, daB die vorteilhaften 
Wirkungen des Verfahrens insbesondere dann zum Tragen kommen, wenn so- 
wohl der Komplex aus Nukleinsaure und Dendrimer als auch der Komplex aus 
Avidin oder Streptavidin und zielspezifischem Bindungsmolekul vorgefertigt wer- 
den, bevor beide Komplexe dann zusammengegeben werden. 
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Der dabei erhaltene Komplex, der die Komponenten Nukleinsaure, Dendrimer, 
und zielspezifisches Bindungsmolekul in operativer Weise vereinigt, kann zum 
Einbringen der Nukleinsaure in Zellen verwendet werden. Zu diesem Zweck wird 
dieser Komplex, im folgenden auch Transfektionskomplex genannt, mit Zellen in- 
kubiert, d.h. unter geeigneten Bedingungen in Kontakt mit Zellen gebracht. 

So konnen Zellen oder Gewebe in vitro mit dem Transfektionskomplex in einem 
geeigneten Milieu inkubiert werden. Sollen Kulturzellen transfiziert werden, kann 
der Transfektionskomplex zum Kulturmedium gegeben werden. Zur Transfektion 
in vivo kann der Transfektionskomplex in einen tierischen oder pflanzlichen Orga- 
nismus einschlieBlich des Menschen appliziert werden. Die Applikation kann dabei 
systemisch oder topisch erfolgen, bei tierischen Organismen insbesondere pa- 
renteral, z.B. durch intravenose, intraperitoneale, intramuskulare, intra- oder sub- 
kutane Injektion, intravenose Infusion, pulmonare, buccale, nasale, dermale oder 
transdermale Applikation. Auch andere Applikationswege, z.B. orale/enterale Ap- 
plikation sind unter geeigneten Bedingungen und mit entsprechenden Formulie- 
rungen moglich. Der Transfektionskomplex kann auch lokal direkt in ein Zielgewe- 
be, etwa ein Organ oder einTumor, appliziert werden. Zur Applikation in vivo sollte 
der Transfektionskomplex in pharmazeutisch vertraglicher Form vorliegen. Er 
kann dafur mit einem pharmazeutisch akzeptablen Trager kombiniert werden. Die 
Formulierung richtet sich dabei nach dem Applikationsmodus. Zur Injektion oder 
Infusion kann der Transfektionskomplex beispielsweise in isotonischer Kochsalz- 
losung oder in einem isotonischen Puffer wie PBS (phosphate buffered saline) 
oder Ringers Losung vorliegen, zur pulmonaren Verabreichung zum Beispiel in 
Form eines pharmazeutisch vertraglichen Aerosols. Auch feste Formulierungen 
konnen je nach Verwendungszweck gewahlt werden, beispielsweise gefrierge- 
trocknete Praparate, die vor Verabreichung mit Wasser rekonstituiert werden kon- 
nen. Dem Fachmann sind geeignete pharmazeutische Trager und Formulierungen 
bekannt, zum Beispiel aus Gennaro (Hrsg.), Remington: The Science and Prac- 
tice of Pharmacy, 19 th Ed., 1995, Mack Publishing Co., Easton, PA, USA. Auf die- 
se Weise kann der Transfektionskomplex bei Verwendung einer entsprechenden 
Nukleinsaure als Arzneimittel in der Gentherapie eingesetzt werden. 
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Die Dosierung wahlt der Fachmann in Abhangigkeit von der Art der Erkrankung, 
dem Zustand des Patienten, dem therapeutischen Ansatz sowie weiteren Fakto- 
ren. Im allgemeinen wird bei humaner Anwendung die Menge der verabreichten 
DNA im Bereich von 0.1 |jg bis 100 mg/kg Korpergewicht liegen, vorzugsweise 2.5 
pg bis 10 mg/kg Korpergewicht. 

Eine gentherapeutische Anwendung ist beispielsweise die selektive Transfektion 
aktivierter vaskularer Endothelzellen, die eine wichtige Rolle bei Entzundungspro- 
zessen spielen. Durch Einbringen und Expression von geeigneten Genen in die- 
sen Zellen kann die inflammatorische Antwort moduliert werden (Harari et al. v su- 
pra). Ein zielspezifisches Bindungsmolekul, das fur diese Anwendung geeignet ist, 
ist ein monoklonaler Antikorper gegen das Zelloberflachenantigen CD62E (E- 
Selectin, ELAM-1), z.B. der monoklonale Antikorper, der von der Hybridoma- 
Zelllinie H18/7 (ATCC HB-11684) produziert wird. Eine geeignete Nukleinsaure 
ware beispielsweise ein Expressionsvektor, der das Gen fur das anti- 
inflammatorisch wirkende Zytokin lnterleukin-10 (IL-10) exprimieren kann (Henke 
et al., J Immunol 2000, 164(4):2131-41). Fur eine solche Anwendung ist die intra- 
venose Injektion des Transfektionskomplexes bevorzugt. 

Ein anderes klinisches Anwendungsgebiet ist die Gentherapie von Krebserkran- 
kungen. Tumorzellen konnen mit der vorliegenden Erfindung selektiv transfiziert 
werden, indem zielspezifische Bindungsmolekule verwendet werden, die selektiv 
an spezifische Oberflachenantigene von Tumorzellen binden, zum Beispiel Anti- 
korper gegen CD44v6, das ein Marker fur Plattenepithelkarzinome ist (Heider et 
al., Cancer Immunol Immunother 1996, 43(4):245-53), oder MART-1 (Ribas et al., 
Cancer Gene Ther 1999, 6:523-36), das ein Markerprotein fur Melanome ist. Bei- 
spiele fur geeignete Nukleinsauren fur solche Anwendungen sind Expressions- 
vektoren, die die Gene fur die Apoptose auslosenden Proteine E2F-1 (Dong et al., 
Cancer 1999, 86:2021-33) oder Apoptin (Pietersen et al., Gene Ther 1999, 6:882- 
92) exprimieren konnen. 

Protokolle fur die Transfektion von Zellen in vivo durch Applikation von Nuklein- 
saure/Dendrimer-Komplexen in tierische Organismen sind im Stand der Technik 
bekannt (Turunen et al., Gene Ther 1999, 6(1):6-1 1; Maruyama-Tabata et al., Ge- 
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ne Ther 2000, 7(1):53-60; Harada et al., Gene Ther 2000, 7(1):27-36). Die Aus- 
wahl von Applikationsart und Dosierung hangt von der Art der Erkrankung, dem 
Korpergewicht des Patienten usw. ab und liegt im Konnen des Durchschnitts- 
fachmanns. 

Besonders geeignet ist das erfindungsgemaBe Verfahren fur Zellen, die in Zell- 
kultur in Suspension wachsen (Suspensionszellen), also nicht an Substratoberfla- 
chen adharent wachsen. Insbesondere ist das Verfahren geeignet fur Blutzellen 
Oder Blutzelllinien, zum Beispiel B- oder T-Zellen oder davon abgeleitete Zelllinien. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die voriiegende Erfindung eine Zusammenset- 
zung, enthaltend einen Komplex aus Nukleinsaure und verzweigtem kationischen 
Polymer, wobei das verzweigte kationische Polymer die Eigenschaft hat, mit Nu- 
kleinsauren Komplexe zu bilden, dadurch gekennzeichnet, daB ein Anteil des ver- 
zweigten kationischen Polymers biotinyliert ist. Bevorzugt ist ein solches kationi- 
sches Polymer ein Dendrimer wie vorstehend beschrieben. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die voriiegende Erfindung eine Zusammenset- 
zung, enthaltend einen Komplex aus Nukleinsaure und Dendrimer, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist. Bevorzugt be- 
tragt dabei der Anteil der Dendrimermolekule, die biotinyliert sind, an der Ge- 
samtmenge der Dendrimermolekule 0,01 bis 100 % (Mol/Mol), besonders bevor- 
zugt 0,5 bis 50 % (Mol/Mol), besonders bevorzugt 5 bis 20 % (Mol/Mol), beson- 
ders bevorzugt 10 bis 15 % (Mol/Mol). 

In einem weiteren Aspekt betrifft die voriiegende Erfindung eine Zusammenset- 
zung, enthaltend einen Komplex aus Nukleinsaure und Dendrimer, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, herstellbar 
durch Mischung von biotinyliertem Dendrimer mit nicht-biotinyliertem Dendrimer in 
einem Verhaltnis von von 1:1 bis 1:256 (Gew/Gew), bevorzugt 1: 2 bis 1:128 
(Gew/Gew), besonders bevorzugt 1:4 bis 1:24 (Gew/Gew), ganz besonders be- 
vorzugt 1:6 bis 1:10 (Gew/Gew). 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist eine Zusammensetzung, enthaltend einen 
Komplex aus Nukleinsaure und Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermole- 
kule biotinyiiert ist, herstellbar durch ein Verfahren mit den Schritten 

(a) Umsetzung von Dendrimer mit einer aquimolaren Menge eines aktivierten 
Biotins oder Biotinderivats oder einem molaren UberschuB an aktiviertem Biotin 
oder aktiviertem Biotinderivat, vorzugsweise einem 2- bis 64fachen molaren Ober- 
schuB, besonders bevorzugt einem 2- bis 12fachen molaren UberschuB unter Be- 
dingungen, bei denen es zur kovalenten Verknupfung zwischen Dendrimer und 
Biotin oder Biotinderivat kommt; 

(b) Mischen des unter (a) gebildeten biotinylierten Dendrimers mit nicht- 
biotinyliertem Dendrimer, vorzugsweise in einem Massenverhaltnis von 1:1 bis 
1 :256, besonders bevorzugt in einem Massenverhaltnis von 1 :4 bis 1 :24; 

(c) Inkubation der unter (b) entstandenen Mischung mit Nukleinsaure unter 
Bedingungen, unter denen sich ein Komplex aus Nukleinsaure und Dendrimer 
bilden kann. 

In einem weiteren Aspekt enthalt eine solche Zusammensetzung einen Komplex 
wie in einem der vorangehenden Absatze definiert, der zusatzlich Avidin oder 
Streptavidin sowie ein biotinyliertes Ziel-spezifisches Bindungsmolekul enthalt. Ein 
solches zielspezifische Bindungsmolekul bindet vorzugsweise spezifisch an ein 
Zelloberflachenmolekul, beispielsweise Transferrin oder ein Antikorper. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Reagenzienkit zum Einbringen von Nu- 
kleinsaure in Zellen, mindestens enthaltend 

(a) Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyiiert ist; und 

(b) Avidin oder Streptavidin. 

Ein solcher Kit enthalt die Komponenten in einer gemeinsamen Verpackungsein- 
heit, gegebenfalls mit zusatzlichen Komponenten und/oder Hilfsmitteln wie Puf- 
ferlosungen o.a. sowie gegebenenfalls mit einer Arbeitsanleitung und/oder Pro- 
duktinformation auf Papier, Kunststofffolie oder elektronischem Datentrager. Ein 
solcher Reagenzienkit kann vorteilhaft fur das erfindungsgemaBe Verfahren ein- 
gesetzt werden. Bevorzugt enthalt ein solcher Reagenzienkit als zusatzliche Kom- 
ponente mindestens ein biotinyliertes zielspezifisches Bindungsmolekul und/oder 
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mindestens eine Nukleinsaure. Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erf indung ist 
die Verwendung eines solchen Reagenzienkits zum Einbringen von Nukleinsaure 
in Zellen, insbesondere Suspensionszellen wie T- und B-Zellen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
eines Komplexes aus Nukleinsaure und Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendri- 
mermolekule biotinyliert ist, mit den Schritten 

(a) Umsetzung von Dendrimer mit einer aquimolaren Menge eines aktivierten 
Biotins oder Biotinderivates oder einem molaren UberschuB an aktiviertem Biotin 
oder Biotinderivat, vorzugsweise einem 2- bis 64fachen molaren UberschuB, be- 
sonders bevorzugt einem 2- bis 12fachen molaren UberschuB unter Bedingungen, 
bei denen es zur kovalenten Verknupfung zwischen Dendrimer und Biotin oder 
Biotinderivat kommt; 

(b) Mischen des unter (a) gebildeten biotinylierten Dendrimers mit nicht- 
biotinyliertem Dendrimer, vorzugsweise in einem Massenverhaltnis von 1:1 bis 
1:256, besonders bevorzugt in einem Massenverhaltnis von 1:4 bis 1:24; 

(c) Inkubation der unter (b) entstandenen Mischung mit Nukleinsaure unter 
Bedingungen, unter denen sich ein Komplex aus Nukleinsaure und Dendrimer 
bilden kann. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine Zusammensetzung, ent- 
haltend Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, her- 
stellbar nach einem Verfahren mit den Schritten 

(a) Umsetzung von Dendrimer mit einer aquimolaren Menge aktivierten Biotins 
oder Biotinderivats oder einem molaren UberschuB an aktiviertem Biotin oder Bio- 
tinderivat, vorzugsweise einem 2- bis 64fachen molaren UberschuB, besonders 
bevorzugt einem 2- bis 12fachen molaren UberschuB unter Bedingungen, bei de- 
nen es zur kovalenten Verknupfung zwischen Dendrimer und Biotin kommt; 

(b) Mischen des unter (a) gebildeten biotinylierten Dendrimers mit nicht- 
biotinyliertem Dendrimer, vorzugsweise in einem Massenverhaltnis von 1:1 bis 
1:256, besonders bevorzugt in einem Massenverhaltnis von 1:4 bis 1:24. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine pharmazeutische Zusam- 
mensetzung, enthaltend ein Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule 
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biotinyliert ist, wie vorstehend beschrieben, sowie gegebenenfalls einen pharma- 
zeutisch akzeptablen Trager. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine pharmazeutische Zusam- 
rnensetzung, enthaltend einen Komplex aus Nukleinsaure und Dendrimer, wobei 
ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, wie vorstehend beschrieben, so- 
wie gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen Trager. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine pharmazeutische Zusam- 
mensetzung, enthaltend einen Komplex aus Nukleinsaure, Dendrimer, Avidin oder 
Streptavidin, und einem zielspezifischen Bindungsmolekul, wobei das zielspezifi- 
sche Bindungsmolekul sowie ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, wie 
vorstehend beschrieben, sowie gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzepta- 
blen Trager. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines Dendri- 
mers, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, wie vorstehend be- 
schrieben, in der Gentherapie. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines Komple- 
xes aus Nukleinsaure und Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule 
biotinyliert ist, wie vorstehend beschrieben, in der Gentherapie. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines Komple- 
xes aus Nukleinsaure, Dendrimer, Avidin oder Streptavidin, und einem zielspezifi- 
schen Bindungsmolekul, wobei das zielspezifische Bindungsmolekul sowie ein 
Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, wie vorstehend beschrieben, in der 
Gentherapie. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines Dendri- 
mers, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, wie vorstehend be- 
schrieben, zur Herstellung eines Arzneimittels fur die Gentherapie. 
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Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines Komple- 
xes aus Nukleinsaure und Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule 
biotinyliert ist, wie vorstehend beschrieben, zur Herstellung eines Arzneirnittels fur 
die Gentherapie. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines Komple- 
xes aus Nukleinsaure, Dendrimer, Avidin oder Streptavidin, und einem zielspezifi^ 
schen Bindungsmolekul, wobei das zielspezifische Bindungsmolekul sowie ein 
Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, wie vorstehend beschrieben, zur 
Herstellung eines Arzneirnittels fur die Gentherapie. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines Dendri- 
mers, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, wie vorstehend be- 
schrieben, in einem Verfahren zum Einbringen von Nukleinsaure in Zellen in vivo 
mit den Schritten 

(a) Mischen einer Nukleinsaure mit einem Dendrimer, wobei ein Anteil der Den- 
drimermolekule biotinyliert ist; 

(b) Mischen des entstandenen Komplexes aus Nukleinsaure und Dendrimer mit 
einem zweiten Komplex, bestehend aus Avidin oder Streptavidin und einem bio- 
tinylierten Ziel-spezifischen Bindungsmolekul; 

(c) Verabreichung des in Schritt (b) entstandenen Komplexes in einen pflanzlichen 
oder tierischen Organismus, gegebenenfalls in Verbindung mit einem pharmazeu- 
tisch akzeptablen Trager. 
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Abbildung 1: Grundprinzip des Avidin-Biotin-Systems. 

Abbildung 2: EinfluB des Biotinylierungsgrades des Transferrins auf die Trans- 
fektionseffizienz. Biotinylierungsgrad 1:10 (Transferrin/Biotin). Die Abszissenwerte 
geben die im Transfektionsexperiment eingesetzte Menge biotinylierten Transfer- 
rins pro Well an. Die Ordinatenwerte geben die B-Galaktosidase-Aktivitat als MaB 
fur die Transfektionseffizienz an. Siehe Beispiel 1. 

Abbildung 3: EinfluB des Biotinylierungsgrades des Transferrins auf die Trans- 
fektionseffizienz. Biotinylierungsgrad 1:5 (Transferrin/Biotin). Die Abszissenwerte 
geben die im Transfektionsexperiment eingesetzte Menge biotinylierten Transfer- 
rins pro Well an. Die Ordinatenwerte geben die B-Galaktosidase-Aktivitat als MaB 
fur die Transfektionseffizienz an. Siehe Beispiel 1 . 

Abbildung 4:. EinfluB des Biotinylierungsgrades des Transferrins auf die Trans- 
fektionseffizienz. Biotinylierungsgrad 1:1 (Transferrin/Biotin). Die Abszissenwerte 
geben die im Transfektionsexperiment eingesetzte Menge biotinylierten Transfer- 
rins pro Well an. Die Ordinatenwerte geben die B-Galaktosidase-Aktivitat als MaB 
fur die Transfektionseffizienz an. Siehe Beispiel 1 . 

Abbildung 5: : Transfektionseffizienz bei unterschiedlicher Reihenfolge der Kom- 
plexbildung. Verfahrensschritte: (a) Avidin + biotinyliertes Transferrin; 10 Minuten 
Inkubation; (b) SuperFect (SF)/ biotinyliertes SF + DNA; 5 Minuten Inkubation; (c) 
Mischen der beiden Komplexe; 20 Minuten Inkubation. Die Abszissenwerte geben 
die im Transfektionsexperiment eingesetzte Menge Transferrin pro Well an. Die 
Ordinatenwerte geben die B-Galaktosidase-Aktivitat als MaB fur die Transfekti- 
onseffizienz an. Siehe Beispiel 2. 

Abbildung 6: : Transfektionseffizienz bei unterschiedlicher Reihenfolge der Kom- 
plexbildung. Verfahrensschritte: (a) SF/ biotinyl. SF + DNA; 5 Minuten Inkubation; 
(b) Zugabe von Avidin; 10 Minuten Inkubation; (c) Zugabe von biotinyl. Transferrin; 
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20 Minuten Inkubation. Die Abszissenwerte geben die im Transfektionsexperiment 
eingesetzte Menge Transferrin pro Well an. Die Ordinatenwerte geben die B- 
Galaktosidase-Aktivitat als MaB fur die Transfektionseffizienz an. Siehe Beispiel 2. 

Abbildung 7: Transfektionseffizienz bei unterschiedlicher Reihenfolge der Kom- 
plexbildung. Verfahrensschritte: (a) Biotinyl. SF + Avidin; 10 Minuten Inkubation; 
(b) Zugabe von SuperFect; Mischen; (c) Zugabe der DNA; 5 Minuten Inkubation; 
(d) Zugabe von biotinyl. Transferrin; 30 Minuten Inkubation. Die Abszissenwerte 
geben die im Transfektionsexperiment eingesetzte Menge Transferrin pro Well an. 
Die Ordinatenwerte geben die B-Galaktosidase-Aktivitat als MaB fur die Transfek- 
tionseffizienz an. Siehe Beispiel 2. 

Abbildung 8: Transfektionseffizienz bei direkter Kopplung von Avidin an Super- 
Fect. Va Beimischung Avidin-SF-Kopplungsprodukt zur Gesamtmenge an Super- 
feet. Die Abszissenwerte geben die im Transfektionsexperiment eingesetzte Men- 
ge an biotinyliertem Transferrin pro Well an. Die Ordinatenwerte geben die B- 
Galaktosidase-Aktivitat als MaB fur die Transfektionseffizienz an. Siehe Beispiel 3. 

Abbildung 9: Transfektionseffizienz bei direkter Kopplung von Avidin an Super- 
Fect. 1/32 Beimischung Avidin-SF-Kopplungsprodukt zur Gesamtmenge an Su- 
perfect. Die Abszissenwerte geben die im Transfektionsexperiment eingesetzte 
Menge an biotinyliertem Transferrin pro Well an. Die Ordinatenwerte geben die B- 
Galaktosidase-Aktivitat als MaB fur die Transfektionseffizienz an. Siehe Beispiel 3. 

Abbildung 10: Transfektionseffizienz bei direkter Kopplung von Avidin an Super- 
Fect. 1/128 Beimischung Avidin-SF-Kopplungsprodukt zur Gesamtmenge an Su- 
perfect. Die Abszissenwerte geben die im Transfektionsexperiment eingesetzte 
Menge an biotinyliertem Transferrin pro Well an. Die Ordinatenwerte geben die B- 
Galaktosidase-Aktivitat als MaB fur die Transfektionseffizienz an. Siehe Beispiel 3. 

Abbildung 11: Transfektionseffizienz der Transfektion von Jurkat-Zellen mit bio- 
tinyliertem Anti-CD3-Antikdrper. Die Abszissenwerte geben die im Transfektions- 
experiment eingesetzte Menge an biotinyliertem Antikorper an. Die Ordinaten- 
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werte geben die B-Galaktosidase-Aktivitat als MaB fur die Transfektionseffizienz 
an. Siehe Beispiel 4. 



Beispiele 

Beispiel 1: Gezielte Transfektion von K562-Zellen mit biotinyliertem Trans- 
ferrin/ unterschiedliche Biotinylierungsstufen des Transferrins 

Biotinvlierunasreaktionen 

Humanes Holo-Transferrin wurde von Calbiochem (La Jolla, CA, USA) bezogen, 
und in PBS gelost. Die Biotinylierung erfolgte mit D-Biotinoyl-e-aminocapronsaure- 
N-hydroxysuccinimidester (Biotin-7-NHS) mittels eines kommerziell erhaltlichen 
Biotin Protein Labeling Kits (Roche Molecular Biochemicals, Hoffman-LaRoche 
AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) gemaB Herstellerangaben. Der Biotinylie- 
rungsgrad wurde mittels HABA (4' Hydroxyazobenzen-2-Carboxylsaure)- 
Farbstoffreaktion (Fluka, Milwaukee, Wl, USA) und Standard-Proteinbestimmung 
gemessen (Hermanson, supra, Seiten 591-592). 

Die Biotinylierung von Dendrimer (SuperFect®, Qiagen GmbH, Hilden, Deutsch- 
land), einem aktivierten TAEA-PAMAM der 6. Generation, erfolgte mit N-(+)- 
Biotinyl-6-aminocapronsaure-N-succinimidylester gemaB Hermanson, supra, Sei- 
ten 575 bis 580. Dabei wurden jeweils 4 mg Superfect mit dem entsprechenden 
molaren UberschuB an Biotin (4-, 8-, 16- oder 32fach) umgesetzt. AnschlieBend 
erfolgte eine Dialyse. 

Kultivierunq der Suspensionszellen: 

Die Zellinie K562 (ATCC CCL-243) wurde zunachst drei Tage in Spinner-Flaschen 
in RPMI-Medium mit 10 % FCS kultiviert. Die Zelldichte zu Beginn betrug 1,5x10 5 
bis 2x1 0 5 Zellen pro ml. Nach drei Tagen wurde die Kultur auf eine Dichte von ca. 
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3x1 0 5 Zellen pro ml verdunnt. Nach weiteren 24 Stunden Kultivierung wurden die 
Zellen in 96-Well-Platten a 30 000 K562-Zellen pro Well in 100 pi ausgesat. Er- 
folgte am darauffolgenden Tag nochmals eine Transfektion, so wurde die Spinner- 
Kultur zuvor auf eine Dichte von ca. 3x1 0 5 Zellen pro ml verdunnt. 

Transfektion: 

1 . Pro Funffachansatz (der anschlieBend fur vier Wells einer 96-Well-Platte be- 
nutzt wurde) wurden 10 pi einer Transferrinlosung (verdunnt in Medium ohne 
Serum) mit 10 pi einer Avidinlosung (Fluka, Milwaukee, Wl, USA; verdunnt in 
Medium ohne Serum) gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Es wurden umgerechnet 1 pg Avidin und 25 ng bis 1 pg biotinyliertes Transfer- 
rin pro Well eingesetzt. 

2. Zur Komplexbildung wurden 150 |jl DNA (pCMVp, Clontech Laboratories, Inc., 
Palo Alto, CA, USA; ein Expressionsplasmid fur B-Galaktosidase)-L6sung mit 
100 pi Reagenzlosung (SuperFect-Reagenz; Mischung aus biotinyliertem und 
nicht-biotinyliertem SuperFect im Verhaltnis 1:8 ; das biotinylierte SuperFect 
wurde mit einem 4fachen molaren UberschuR an Biotinreagenz hergestellt) fur 
funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die eingesetzten Mengen entspra- 
chen dabei 0,5 pg DNA und 1 ,5 pg Transfektionsreagenz pro Well. 

3. Die Komplexe aus (1) und (2) wurden miteinander gemischt und 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. 

4. Je 50 pi der Komplexe aus (3) wurden pro Well zu den Zellen zugegeben und 
mit der Zellsuspension gemischt und 48 h inkubiert. 

5. Vor der Lysis der Zellen wurden diese in Mikrotiterplatten mit konischen Boden 
uberfuhrt. In diesen Mikrotiterplatten konnen die Zellen durch Zentrifugieren fur 
funf Minuten bei 2000 UpM pelletiert werden. Vor Aufnahme in Lysispuffer (5 
mM MgCI 2 , 1% NP-40, 100 mM NaCI, 10 mM Tris/HCI, pH 7,4) und Zuruck- 
uberfuhren in die ursprunglichen Platten wurden die Zellen und die ursprungli- 
chen Wells zweimal mit PBS gewaschen. 
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6. Im AnschluB erfolgte zur Bestimmung der Transfektionseffizienz ein B- 
Galaktosidase-Assay mit ONPG (2-Nitrophenyl-p-D-galaktopyranosid, Merck 
KGaA, Darmstadt, Deutschland) als Substrat bzw. eine X-Gal- In-Situ -Farbung 
(Ausubel et al. (Hrsg.), Current Protocols in Molecular Biology, Wiley & Sons, 
New York 1988, 9.5.12). 

Entsprechend des Protokolls fur die gezielte Transfektion von Suspensionszellen 
wurden K562-Zellen im 96-Well MaBstab transfiziert. Es wurden Transferrine ein- 
gesetzt, fur die Biotinylierungsgrade von durchschnittlich ca. 10, 5 oder ein Bio- 
tinmolekul pro Transferrinmolekul gemessen worden waren. Bei einem Biotinylie- 
rungsgrad von durchschnittlich ca. 10 Biotinen pro Transferrinmolekul kommt es 
bei einer eingesetzten Menge von 250 ng bis 1000 ng Transferrin pro Well zu ei- 
ner Erhohung der Transfektionseffizienz um ca. den Faktor 7,5. Fur die Biotinylie- 
rungsgrade 1:5 und 1:1 kam es nur zu einer schwachen Erhohung um das maxi- 
mal zweifache (siehe Abbildungen 2 bis 4). Ein hoherer Biotinylierungsgrad (1:13) 
zeigte einen geringeren Effekt auf die Transfektionseffizienz. in einem weiteren 
Experiment wurde fur 1:10 biotinyliertes Transferrin mittels X-Gal-//7-S/fu-Farbung 
der Prozentsatz transfizierter Zellen bestimmt. Wahrend die B-Galaktosidase- 
Aktivitat von 12,2 Units/ml (ohne Transferrin) auf 71,7 Units/ml (500 ng biotiny- 
liertes Transferrin) gesteigert werden konnte, wurde fur 500 ng biotinyliertes 
Transferrin eine Transfektionseffizienz von 28 % transfizierten Zellen ermittelt. 

Es wurde femer der EinfluB des Biotinylierungsgrades des SuperFect auf die 
Transfektion untersucht. Eingesetzt wurde biotinyliertes SuperFect, bei dem in der 
Biotinylierungsreaktion ein vier-, acht-, 16- oder 32facher UberschuB an Biotin 
eingesetzt worden war (im Folgenden als 1:4, 1:8, 1:16 und 1:32 biotinyliert be- 
zeichnet. Pro Well wurden 0,5 (jg DNA (pCMVB; ein Expressionsplasmid fur B- 
Galaktosidase) und 1 ,5 pg SuperFect-Reagenz zur Transfektion verwendet. Es 
wurde zwischen der Halfte (1/2) und 1/128 an biotinyliertem SuperFect zugege- 
ben. Mit zunehmender Menge an biotinyliertem SuperFect nimmt die Transfekti- 
onseffizienz ab. 
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Es wurden aufBerdem fur alle vier unterschiedlich biotinylierten SuperFect-Ansatze 
Experimente durchgefuhrt, bei denen steigende Mengen an Avidin zu den Super- 
Fect-biotinyliertes SuperFect-DNA-Komplexen zugegeben wurden. Es wurden 
zwischen 10 ng und 5000 ng Avidin pro Well (einer 96-Well-Platte) in einem Vo- 
lumen von 10 pi pro Funffachansatz eingesetzt. Die Inkubation mit Avidin erfolgte 
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Mit steigender Menge an Avidin kommt es 
zuerst zu einer Zunahme der Transfektionseffizienz, die als B-Galaktosidase- 
Aktivitat gemessen werden kann. Bei einem Anteil von 1/8 biotinyliertem Super- 
Feet kam es uber 1000 ng Avidin pro Well zu einer Abnahme der B-Gal-Aktivitat. 
Fur weitere Experimente wurden 1 :4 biotinyliertes SuperFect in der Beimischung 
1/8 und 1000 ng Avidin pro Well verwendet. 

Die Verwendung von biotinyliertem SuperFect in Kombination mit Avidin und bio- 
tinyliertem Transferrin (Verhaltnis von 10 Molekulen Biotin pro 1 Molekul Transfer- 
rin) ermoglicht es, in K562-Zellen die Transfektionseffizienz von 2 bis 5 % bis auf 
uber 25% transfizierte Zellen zu erhohen. 



Beispiel 2: Transfektionseffizienz in Abhangigkeit von der Reihenfolge der 
Verfahrensschritte bei der Bildung des Transfektionskomplexes 

Urn abzuklaren, ob die Reihenfolge der Zugabe der einzelnen Komponenten zu 
den Komplexen auf die Erhohung der Transfektionseffizienz EinfluB hat, wurden 
Transfektionsexperimente in K562-Zellen durchgefuhrt, bei denen nachfolgende 
Ablaufe eingehalten wurden: 

a. ) 1. Avidin + biotinyliertes Transferrin; 10 Minuten Inkubation 

2. SuperFect (SF)/ biotinyliertes SF + DNA; 5 Minuten Inkubation 

3. Mischen der beiden Komplexe; 20 Minuten Inkubation 

b. ) 1 . SF/ biotinyl. SF + DNA; 5 Minuten Inkubation 

2. Zugabe von Avidin; 10 Minuten Inkubation 

3. Zugabe von biotinyl. Transferrin; 20 Minuten Inkubation 
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c.) 1 . Biotinyl. SF + Avidin; 10 Minuten Inkubation 

2. Zugabe von SuperFect; Mischen 

3. Zugabe der DNA; 5 Minuten Inkubation 

4. Zugabe von biotinyl. Transferrin; 30 Minuten Inkubation 

Die Transfektionseffizienz fur diese drei Varianten ist in den Abbildungen 5, 6 und 
7 dargestellt. 

Der Effekt einer Verstarkung der Transfektionseffizienz durch das Biotin-Avidin- 
System tritt nur auf, wenn DNA und SuperFect/ biotinyl. SuperFect sowie Avidin 
und biotinyl. Transferrin getrennt voneinander komplexiert und erst anschlieBend 
beide Komplexe gemischt werden. Bei Vorinkubation des biotinylierten Superfects 
mit dem Avidin kommt es sogar zu einem massiven Verlust an Transfektionseffizi- 
enz, da wahrscheinlich die Ausbildung des SuperFect-DNA-Komplexes verhindert 
wird. 



Beispiel 3: Direkte Kopplung von Avidin an SuperFect 

Als Alternative zu einem System, bei dem biotinyliertes SuperFect, Avidin und bio- 
tinyliertes Transferrin zum Einsatz kommen, wurde in K562-Zellen ein System 
getestet, das auf eine direkte, chemische Kopplung von Avidin an SuperFect ba- 
siert. Die Kopplung wurde gemaB Hermanson, supra, Seiten 575-583 ausgefuhrt. 

Untersucht wurden Avidin-SuperFect-Kopplungsprodukte, bei denen die Kopplung 
fur 2 oder 24 Stunden erfolgte oder ein bidirektionaler Linker (N-Succinimidyl-3-(2- 
Pyridyldithio)-Propionat) eingesetzt worden war. In den Abbildung 8, 9 und 10 sind 
beispielhaft die Ergebnisse fur ein Avidin-SuperFect-Kopplungsprodukt von zwei 
Stunden mit folgendem Ablauf der Inkubationsschritte dargestellt: 

1. 10 einer SuperFect-Avidin-Kopplungsprodukt-Ldsung + 10 pi einer L6- 
sung mit biotinyliertem Transferrin (1:10 biotinyliert; die Konzentrationen 
wurden so gewahlt, daB das jeweils gewunschte Endverhaltnis (1:4, 1:32, 
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1:128 (Gew/Gew) Transferrin/Kopplungsprodukt) so wie eine Endkonzen- 
tration von 1,5 pg SuperFect/Well erreicht wurde); 15 Minuten Inkubation 
bei Raumtemperatur; 

2. Zugabe von 90 pi SuperFect-Verdiinnung; 10 Minuten Inkubation bei 
Raumtemperatur; 

3. Zugabe von 150 pi DNA-L6sung (pCMVB); 10 Minuten Inkubation bei 
Raumtemperatur. 

Alle Verdunnungen wurden in Medium ohne Serum hergestellt; pro Well einer 96- 
Well-Platte wurden 0,5 pg DNA, 1,5 pg SuperFect-Reagenz mit wechselndem 
Anteil an Avidin-SF-Kopplungsprodukt (siehe Abbildungen) eingesetzt.) 

Angegeben sind auf der Abszisse die eingesetzten Mengen an biotinyliertem 
Transferrin pro Well und in den Titeln der Diagramme der Anteil an Avidin-SF- 
Kopplungsprodukt an der SuperFect-Gesamtmenge. Das Ergebnis fur eine paral- 
lel durchgefuhrte konventionelle SuperFect-Transfektion ergab 10,3 Units/ml. 

Abhangig von der eingesetzten Menge an Avidin-SuperFect-Kopplungsprodukt 
kommt es zu einer Erhohung der Transfektionseffizienz (1/32- und 1/128- 
Beimischung). Durch biotinyliertes Transferrin wird aber in keinem Fall eine weite- 
re Ertiohung der Effizienz bewirkt. Dieses Ergebnis wurde auch bei einer gean- 
derten Reihenfolge der Inkubationen (1. Mischen SF mit Avidin-SF- 
Kopplungsprodukt; 2. Zugabe der DNA; 3. Zugabe des biotinylierten Transferrins) 
und der Verwendung altemativer Kopplungsprodukte (Kopplung uber 24 Stunden; 
Verwendung eines bidirektionalen Linkers) ertialten. 
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Beispiel 4: Gezielte Transfektion von Jurkat-Zellen mit biotinyliertem anti 
CD3-Antik6rper 

Antikorper 

Als Antikorper wurde der kommerziell erhaltliche biotinylierte ahumanCD3 von 
Sigma (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) verwendet. 

Kultivieruna der Suspensionszellen: 

Die Zellinie Jurkat (DSMZ ACC 282) wurde zunachst drei Tage in Spinner- 
Flaschen in RPMI-Medium mit 10 % FCS kultiviert. Die Zelldichte zu Beginn be- 
trug 1,5x10 5 bis 2x1 0 5 Zellen pro ml. Nach drei Tagen wurde die Kultur auf eine 
Dichte von ca. 3x1 0 5 Zellen pro ml verdunnt. Nach weiteren 24 Stunden Kultivie- 
rung wurden die Zellen in 96-Well-Platten a 50 000 Zellen pro Well in 100 pi aus- 
gesat. Erfolgte am darauffolgenden Tag nochmals eine Transfektion, so wurde die 
Spinner-Kultur zuvor auf eine Dichte von ca. 3x1 0 5 Zellen pro ml verdunnt. 

Transfektion: 

1. Pro Funffachansatz (der anschliefBend fur vier Wells einer 96-Well-Platte be- 
nutzt wurde) wurden 10 pi einer Antikorperlosung (verdunnt in Medium ohne 
Serum) mit 10 pi einer Avidinlosung (verdunnt in Medium ohne Serum) ge- 
mischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden umgerechnet 
0,75 pg Avidin und 25 ng bis 1 pg biotinylierter Antikorper pro Well eingesetzt. 

2. Zur Komplexbildung wurden 150 pi DNA (pCMVB; ein Expressionsplasmid fur 
G-Galaktosidase)-Ldsung mit 100 pi Reagenzlosung (SuperFect-Reagenz; Mi- 
schung aus biotinyliertem und nicht-biotinyliertem SuperFect im Verhaltnis 1 :8 ; 
das biotinylierte SuperFect wurde mit einem 4fachen molaren UberschuB an 
Biotinreagenz hergestellt) fur funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
eingesetzten Mengen entsprachen dabei 0,5 pg DNA und 1 ,5 pg Transfektions- 
reagenz pro Well. 
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3. Die Komplexe aus (1) und (2) wurden miteinander gemischt und 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. 

4. Je 50 pi der Komplexe aus (3) wurden pro Well zu den Zellen zugegeben und 
mit der Zellsuspension gemischt und fur 48 h inkubiert. 

5. Vor der Lysis der Zellen wurden diese in Mikrotiterplatten mit konischen Boden 
uberfuhrt. In diesen Mikrotiterplatten konnen die Zellen durch Zentrifugieren fur 
funf Minuten bei 2000 UpM pelletiert werden. Vor Aufnahme in Lysispuffer und 
Zuruckuberfuhren in die ursprunglichen Platten wurden die Zellen und die ur- 
sprunglichen Wells zweimal mit PBS gewaschen. 

6. Im AnschluB erfolgte zur Bestimmung der Transfektionseffizienz ein (3- 
Galaktosidase-Assay mit ONPG als Substrat bzw. eine X-Ga\-ln-Situ -Farbung . 

In dem hier dargestellten Experiment wurde die T-Zellinie Jurkat mit biotinyliertem 
anti-CD3-Antikorper transfiziert. Nach Optimierung des Systems wurden 0,75 jjg 
Avidin pro Well und 1:4 biotinyliertes SuperFect in einer Beimischung von 1/8 ein- 
gesetzt. Die Menge an biotinyliertem Antikorper ist unter den Balken im Diagramm 
in Abbildung 1 1 angegeben. Der Wert fur eine Kontrolltransfektion mit SuperFect 
(ohne Avidin, biotinyliertes SuperFect) lag bei 0,9 Units/ml. 

Fur 250 ng und 500 ng Antikorper wurde mittels X-Gal-Staining der Prozentsatz 
an transfizierten Zellen bestimmt; er lag bei 4,8 % (250 ng) bzw. 5,0 % (500 ng) 
der Zellen. Dieses Ergebnis lie(3 sich in weiteren Experimenten bestatigen. 
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1 . Zusammensetzung, enthaltend einen Komplex aus Nukleinsaure und ver- 
zweigtem kationischen Polymer, wobei das verzweigte kationische Polymer die 
Eigenschaft hat, mit Nukleinsauren Komplexe zu bilden, dadurch gekennzeich- 
net, daB ein Anteil des verzweigten kationischen Polymers biotinyliert ist. 

2. Zusammensetzung, enthaltend einen Komplex aus Nukleinsaure und Dendri- 
mer, dadurch gekennzeichnet, daB ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert 
ist. 

3. Zusammensetzung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Anteil 
der Dendrimermolekule, die biotinyliert sind, an der Gesamtmenge der Dendri- 
mermolekule 0,01 bis 100 % (Mol/Mol) betragt. 

4. Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Anteil 
der Dendrimermolekule, die biotinyliert sind, an der Gesamtmenge der Dendri- 
mermolekule 0,5 bis 50 % (Mol/Mol) betragt. 

5. Zusammensetzung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Anteil 
der Dendrimermolekule, die biotinyliert sind, an der Gesamtmenge der Dendri- 
mermolekule 5 bis 20 % (Mol/Mol) betragt. 

6. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspruche, herstellbar 
durch ein Verfahren mit den Schritten 

(a) Umsetzung von Dendrimer mit einer aquimolaren Menge aktivierten Biotins 
Oder eines aktivierten Biotinderivats oder einem molaren UberschuB an akti- 
viertem Biotin oder aktivierten Biotinderivats, vorzugsweise einem 2- bis 
64fachen molaren UberschuB, besonders bevorzugt einem 2- bis 12fachen 
molaren UberschuB unter Bedingungen, bei denen es zur kovalenten Ver- 
knupfung zwischen Dendrimer und Biotin kommt; 

(b) Mischen des unter (a) gebildeten biotinylierten Dendrimers mit nicht- 
biotinyliertem Dendrimer, vorzugsweise in einem Massenverhaltnis von 1:1 bis 
1:256, besonders bevorzugt in einem Massenverhaltnis von 1 :4 bis 1:24; 
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(c) Inkubation der unter (b) entstandenen Mischung rnit Nukleinsaure unter 
Bedingungen, unter denen sich ein Komplex aus Nukleinsaure und Dendrimer 
bilden kann. 

7. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Komplex zusatzlich Avidin oder Streptavidin sowie ein 
biotinyliertes zielspezifisches Bindungsmolekul enthalt. 

8. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft das zielspezifische Bindungsmolekul ein Zelloberflachen- 
molekul erkennt. 

9. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das zielspezifische Bindungsmolekul Transferrin oder ein 
Antikorper ist. 

10. Verfahren zum Einbringen von Nukleinsaure in Zellen in vitro oder in vivo mit 
den Schritten 

(a) Mischen einer Nukleinsaure mit einem Dendrimer, wobei ein Anteil der 
Dendrimermolekule biotinyliert ist; 

(b) Mischen des entstandenen Komplexes aus Nukleinsaure und Dendrimer mit 
einem zweiten Komplex, bestehend aus Avidin oder Streptavidin und einem 
biotinylierten zielspezifischen Bindungsmolekul; 

(c) Inkubation des in Schritt (b) entstandenen Komplexes mit Zellen. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen in Zell- 
kultur in Suspension wachsen. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Zellen Blutzellen oder Blutzelllinien sind. 

13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen B- oder 
T-Zellen oder davon abgeleitete Zelllinien sind. 
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14. Reagenzienkit zum Einbringen von Nukleinsaure in Zellen, mindestens ent- 
haltend 

(a) Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist; und 

(b) Avidin oder Streptavidin. 

15. Reagenzienkit nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich 
ein biotinyliertes zielspezifisches Bindungsmolekul und/oder eine Nukleinsaure 
enthalt. 

16. Verwendung eines Reagenzienkits nach einem der Anspruche 1 1 oder 12 
zum Einbringen von Nukleinsaure in Zellen. 

17. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da(B die Zellen in 
Zellkultur in Suspension wachsen. 

18. Verfahren zur Herstellung eines Komplexes aus Nukleinsaure und Dendrimer, 
wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, mit den Schritten 

(a) Umsetzung von Dendrimer mit einer aquimolaren Menge aktivierten Biotins 
oder eines aktivierten Biotinderivats oder einem molaren UberschuB an akti- 
viertem Biotin oder aktiviertem Biotinderivat, vorzugsweise einem 2- bis 
64fachen molaren UberschuB, besonders bevorzugt einem 2- bis 12fachen 
molaren UberschuB unter Bedingungen, bei denen es zur kovalenten Ver- 
knupfung zwischen Dendrimer und Biotin kommt; 

(b) Mischen des unter (a) gebildeten biotinylierten Dendrimers mit nicht- 
biotinyliertem Dendrimer, vorzugsweise in einem Massenverhaltnis von 1:1 bis 
1:256, besonders bevorzugt in einem Massenverhaltnis von 1:4 bis 1:24; 

(c) Inkubation der unter (b) entstandenen Mischung mit Nukleinsaure unter 
Bedingungen, unter denen sich ein Komplex aus Nukleinsaure und Dendrimer 
bilden kann. 

19. Verfahren zur Herstellung eines Dendrimers, wobei ein Anteil der Dendrimer- 
molekule biotinyliert ist, mit den Schritten 

(a) Umsetzung von Dendrimer mit einer aquimolaren Menge aktivierten Biotins 
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oder eines aktivierten Biotinderivats Oder einem molaren UberschuB an akti- 
viertem Biotin oder aktiviertern Biotinderivat, vorzugsweise einem 2- bis 
64fachen molaren UberschuB, besonders bevorzugt einem 2- bis 12fachen 
molaren UberschuB unter Bedingungen, bei denen es zur kovalenten Ver- 
knupfung zwischen Dendrimer und Biotin kommt; 
(b) Mischen des unter (a) gebildeten biotinylierten Dendrimers mit nicht- 
biotinyliertem Dendrimer, vorzugsweise in einem Massenverhaltnis von 1:1 bis 
1 :256, besonders bevorzugt in einem Massenverhaltnis von 1 :4 bis 1 :24. 

20. Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist, herstellbar 
nach einem Verfahren gemaB Anspruch 19. 

21. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend eine Zusammensetzung 
nach einem der Anspruche 1 bis 9 oder ein Dendrimer nach Anspruch 20 sowie 
gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen Trager. 

22. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 9 oder 
einem Dendrimer nach Anspruch 20 in der Gentherapie. 

23. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 9 oder 
einem Dendrimer nach Anspruch 20 zur Herstellung eines Arzneimittels fur die 
Gentherapie. 

24. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 9 oder 
einem Dendrimer nach Anspruch 20 in einem Verfahren zum Einbringen von 
Nukleinsaure in Zellen in vivo mit den Schritten 

(a) Mischen einer Nukleinsaure mit einem Dendrimer, wobei ein Anteil der 
Dendrimermolekule biotinyliert ist; 

(b) Mischen des entstandenen Komplexes aus Nukleinsaure und Dendrimer mit 
einem zweiten Komplex, bestehend aus Avidin oder Streptavidin und einem 
biotinylierten Ziel-spezifischen Bindungsmolekul; 

(c) Verabreichung des in Schritt (b) entstandenen Komplexes in einen tieri- 
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schen Organismus, gegebenenfalls in Verbindung mit einem pharmazeutisch 
akteptablen Trager. 
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(57) Abstract: The invention relates to a method for carrying out the targeted transfection of cells, to compositions, which can be 
used for such methods, and to corresponding medicaments for use in gene therapy. The invention particularly relates to a method for 
introducing nucleic acid into cells involving the following steps: (a) mixing a nucleic acid with a dendrimer. whereby a portion of the 
dendrimer molecules is biotinylated; mixing the prepared complex, which consists of a nucleic acid and a dendrimer, with a second 
complex, which consists of an avidin or a streptavidin and of a biotinylated target-specific binding molecule, and: (c) incubating 
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die fur solche Verfahren verwendet werden kdnnen, sowie entsprechende Arzneimittel fur die Gentherapie. Insbesondere betriffi die 
Erfindung ein Verfahren zum Einbringen von Nukleinsaure in Zellen mit den Schritten: (a) Mischen einer Nukleinsaure mil einem 
Dendrimer, wobei ein Anteil der Dendrimermolekule biotinyliert ist; (b) Mischen des entstandenen Komplexes aus Nukleinsaure und 
Dendrimer mit einem zweiten Komplex. bestehend aus Avidin oder Streptavidin und einem biotinylierten zielspezifischen Bindungs- 
molekul: und (c) Inkubation des in Schritt (b) entstandenen Komplexes mit Zellen. Fur die vorliegende Erfindung gut geeignete Den- 
drimere sind beispielsweise partiell solvolysierte Polyamidoamin(PAMAIvl)-Dendrimere. Zielspezifische Bindungsmolekule sind 
insbesondere zelliypspezifische Marker auch der Zelloberflache der Zielzellen. 
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